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RESUMEN

La enfermedad de Chagas es causada por el protozoario Trypanosoma cruzi y se presenta como una
enfermedad de naturaleza cronica cuyo diagndstico serologico depende la calidad del antigeno. En la presente
investigacion se compard el numero, peso molecular y reactividad antigénica mediante
Electroinmunotransferencia “Western Blot”, usando pooles de sueros positivos a la enfermedad de Chagas, de
antigenos de excrecion-secrecion de epimastigotas (ESEA) y tripomastigotes (TESA) de 7. cruzi cepa “Cys”
proveniente del departamento de Arequipa (Pert). Para ello, los epimastigotas fueron incubados en medio
Bifasico (agar BHI-sangre/PYLB) por 15 dias, a temperatura ambiente, y luego de en Minimum Essential
Medium (MEM) para obtener los antigenos ESEA; los TESA, por su parte, se obtuvieron del mismo modo que
para los ESEA, incluyendo una fase de transformacion denominada Metaciclogénesis. La concentracion de las
proteinas se determiné mediante el método colorimétrico de Bradford. Mediante “Western Blot”, finalmente, se
determiné los perfiles antigénicos de los ESEA y de los TESA de la cepa “C4” registrando 22 bandas y 23
bandas, respectivamente, comprendidas en un rango de 100 a 10 kDa para cada una de ellas. Se concluye que
existe mayor reactividad antigénica para los TESA, ademas de la presencia de una banda de 18 kDa de los TESA
en relacion a los ESEA, al comparar los antigenos de excrecion-secrecion de epimastigotas (ESEA) vy
tripomastigotes (TESA) de 7rypanosoma cruzi cepa “C,”, evaluadas mediante Electroinmunotransferencia.
Palabras clave: antigenos ESEA, antigenos TESA, Trypanosoma cruzi, Western blot.

ABSTRACT

Chagas disease is caused by 7Trypanosoma cruzi, it is presented as a disease of chronic nature, and its efficient
serologic diagnosis depends on the quality of the antigen. In this research the number, molecular weight and
antigen reactivity was compared using electroblotted "Western Blot" using pools of sera positive for Chagas
disease antigens epimastigotes excretory-secretory (ESEA) and trypomastigotes (TESA) 7T . cruzi strain "C4"
from the department of Arequipa (Peru). To this end, epimastigotes were incubated in biphasic medium (BHI-
agar blood / PYLB) for 15 days at room temperature, and then in Minimum Essential Medium (MEM) for the
ESEA antigens abstention; TESA, on the other hand, were obtained in the same manner as for ESEA, including
a transformation phase called metacyclogenesis. The protein concentration was determined by Bradford's
colorimetric method. By "Western blotting", finally, the antigenic profiles of ESEA and TESA strain "C4"
presented 22 and 23 bands, respectively, included in a range from 100 to 10 kDa for each was determined. It was
concluded that TESA presented more antigenic reactivity than ESEA, besides the presence of a band of 18 kDa
only in TESA, comparing the excretory-secretory antigens of epimastigotes (ESEA) and trypomastigotes
(TESA) of Trypanosoma cruzi strain "C4", assessed by electroblotted.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas en el hombre, protozoonosis metaxénica causada por el flagelado
Trypanosoma cruzi, es una endemia en muchos paises de América donde afecta a aproximadamente
nueve millones y otros 90 millones se hallan en riesgo de infeccion, principalmente en lugares donde
han sido detectados los vectores: miembros de la subfamilia Triatominae, en particular aquellos de
habitat intra domiciliario, como es el caso de 7r7atoma'-23. En el Pert, los departamentos en que se han
registrado casos autdctonos de enfermedad de Chagas son: Piura, Cajamarca, Amazonas, Apurimac,
San Martin, Junin, Ucayali, Huanuco, Ica, Arequipa, Moquegua y Tacna*.

En la fase aguda de la enfermedad se observa elevada parasitemia, presencia de anticuerpos no
especificos y el inicio de la formacion de anticuerpos especificos (IgG e 1gM); en la fase cronica, la
parasitemia es baja y la presencia de anticuerpos especificos prevalece, entonces, se recomienda para
el diagnostico el uso de técnicas serologicas®’. Se han utilizado varias de estas técnicas, dentro de las
que destacan la Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) y el Inmunoensayo Enzimatico o prueba de
ELISA, las cuales presentan sensibilidad y especificidad variables, aspecto que esté relacionado con el
tipo de antigeno utilizado®.

Desde que la técnica de Westen blot fue adaptada para el diagnostico de enfermedades parasitarias,
muchas de ellas, incluyendo la enfermedad de Chagas, fueron incluidas en las investigaciones para su
estandarizacion y posterior aplicacion como técnica de confirmacion, considerando que durante su
desarrollo se fracciona mediante electroforesis a los antigenos (aspecto que le da una especificidad por
encima del 95%) y luego estas fracciones, por separado, se detectan mediante una ELISA (aspecto que
le da eventualmente el 100% de sensibilidad)89:10, En este contexto, desde la década de los 90s se han
efectuado investigaciones relacionadas con el diagnostico de la enfermedad de Chagas, mediante las
técnica de Western blot, utilizando mayormente antigenos de excrecion-secrecion, debido a que hay
concordancia que por su elevada especificidad resultan ser més sensibles que otros tipos de antigenos y
han sido usados para el seguimiento de pacientes chagasicos cronicos$%!! y el diagnodstico de la
parasitosis en humanos y animales de zonas endémicas!2.13.14.15.16,

En las mencionadas investigaciones se ha usado, en algunos casos, los antigenos de excrecion-
secrecion de los epimastigotas (ESEA) y en otros de los tripomastigotas (TESA); sin embargo, debe
tenerse en cuenta que la dificultad, rapidez y gastos es diferente para obtener el uno o el otro tipo. En
efecto, los ESEA se obtienen con mayor facilidad, en menor tiempo y en mayores cantidades que los
TESA; por el contrario, los TESA, por ser obtenidos de las formas infectantes, resultan ser mas utiles.
En el presente informe se presentan los resultados de una investigacion dirigida a comparar a los
ESEA y TESA de la cepa “Cs” de Trypanosoma cruzi, proveniente del departamento de Arequipa
(Pert1), en relacion al numero, peso molecular y reactividad antigénica, mediante la técnica de Western
Blot usando pool de sueros positivos a 7. cruzi.

MATERIAL Y METODOS

Material Bioldgico

Se utiliz6 la cepa C4 de 7. cruzi proveniente del Valle de Vitor (Arequipa) que es una zona endémica,
proporcionada por el Centro de Analisis e Investigacion ESCALABS; esta cepa fue aislada de las
heces de Triatoma infestans, la cual fue cultivada en medio bifasico (agar BHI-sangre/PYLB).
También se utilizo 20 Sueros positivos a la Enfermedad de Chagas procedentes del Instituto Nacional
de Salud y proporcionadas por el Centro de Analisis e Investigacion ESCALABS.

Propagacion de epimastigotas!5.16.18

Las formas epimastigotas de las cepa de 7. cruzi, fueron cultivadas en tubos estériles de 20x150mm
con tapa rosca, conteniendo 8mL de un medio Bifasico (Agar BHI y medio PYLB) suplementado con
10% de sangre desfibrinada de conejo*!, y 0.01% de Amikacina (500mg/2mL), por periodos de 15 dias
a temperatura ambiente (entre 20° a 25°C)42:43,

Se utilizé un inoculo inicial de aproximadamente 5 x 105 parasitos que fue monitoreados por
recuento en camara de Neubauer a los 10 dias, extrayendo una gota del cultivo, colocandola entre
lamina y laminilla para observar al microscopio con objetivo de 40X. Cuando el cultivo se encontrd en
su fase logaritmica final (entre 10 a 15 dias de incubacidn), se procedio a la cosecha bajo condiciones
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de esterilidad, por centrifugacion del medio liquido a 4000 rpm/5 min y se lavo 3 veces con Buffer
Fosfato Salino (PBS) estéril mas antibidtico (0.5% Bencilpenicilina 106Ul/SmL y 0.25% Gentamicina
160mg/2mL), para eliminar los residuos del medio, realizando por cada lavada centrifugaciones a
razon de 4000 rpm/5 min.
Metaciclogenesis In vitro15.17

A partir de un lote, luego de la cosecha y lavado respectivo, los epimastigotas fueron transferidos al
medio de transformacién Grace's Insect Medium SIGMA®, pero previamente fueron sometidos a un
cuarto lavado con el medio a experimentar de la misma manera que el primer lavado y ademas fueron
evaluados por recuento en camara de Neubauer, extrayendo una gota de la suspension. Finalmente, se
acondiciono 5 tubos de 13x100mm provistos con tapones de jebe, para repartir equitativamente el
volumen de pellet obtenido y afiadirle Grace's Insect Medium en proporcién 1:3, también se
suplement6 el medio con Suero Bovino Fetal al 20% y aditivado con antibidticos Bencilpeniclina
sodica 1 000 000 UI (0.5 mL/100mL) y Gentamicina 160mg (0.25mL/100mL). Los tubos resultantes
fueron dejados a temperatura ambiente y en camara oscura durante 7 dias o 140 horas. Transcurrido
este periodo se realizd la evaluacion del cultivo, por recuento en cdmara de Neubauer, extrayendo una
gota del cultivo. La muestra tomada se utilizdo ademads para realizar coloracion Wright para confirmar
la existencia de tripomastigotas.
Obtencion de ESEA!16

Para la obtencion de los ESEA, los epimastigotes propagados se resuspendié en Buffer Fosfato
Salino (PBS) estéril mas antibiotico (0.5% Bencilpenicilina 106Ul/SmL y 0.25% Gentamicina
160mg/2mL) ajustando a una concentracion de 1 x 106 epimastigotes/mL en camara de Newbauer
(40X), luego se cultivdo 1 mL de esta suspension en 3mL de Minimum Essential Medium (MEM) mas
antibidtico (0.5% Bencilpenicilina 10°UI/5mL y 0.25% Gentamicina 160mg/2mL), el cual se incub¢ a
37°C por 20 horas, posteriormente se centrifugd a 4000rpm/5min el cultivo, y el sobrenadante
constituido por el medio y los ESEA seran guardados a —20°C en tubos Eppendorf hasta su uso.
Obtencion de TESA!S

Después de 7 dias se centrifugd el medio Grace’s Insect a 4000 rpm por 5 min, se extrajo los
sobrenadantes y se elimino. Posteriormente para depurar residuos del medio anterior, los
tripomastigotas fueron lavados en PBS esteril una vez y luego en Minimum Essential Medium Eagle
SIGMA® (MEM), y centrifugados a 4000 rpm por 5 min, para finalmente ser dejados en nuevos
tubos de 13x100mm provistos con tapones de jebe, con Minimum Essential Medium Eagle (MEM) en
proporcioén 1:3 y aditivado con Bencilpenicilina sodica 1 000 000 UI (0.5 mL/100mL) y Gentamicina
160 mg (0.25mL/100mL), a 37°C durante 20 horas. Luego de 12 horas de incubacion, se centrifugaron
los tubos a 4000 rpm por 5 min, para separar los antigenos de excrecidén/secrecion presentes en el
sobrenadante, los cuales fueron almacenados en tubos Eppendorf a -20°C hasta su uso.
La técnica de “Western Blot™20

Se realizé de acuerdo a lo descrito en el manual de V. Tang. Las particularidades en cada fase fueron:

e Tratamiento y preparacion de ESEA y TESA

Se usaron concentraciones de 0.025 y 0.050 ug/uL, tratados con dithiothreitol (DTT), 0.1% de

dodecil sulfato de sodio (SDS), 6% de glicerol, 0.01M tris-HCl pH 8 y 0.025% de azul de

bromofenol. Se calentd a 65°C por 20 minutos, se dejo enfriar a temperatura ambiente y se guardoé a -

20°C. Previamente, se midieron las proteinas presentes utilizando el método colorimétrico de

Bradford?®.

e Electroforesis en gel de poliacrilamida

Se coloco en los pocillos en una cantidad equivalente a 1uL por cada milimetro de ancho del gel. Los

corridos se realizo en mini geles de 7.5 x 6.0 x 0.3 mm, 15% del gel separador de poliacrilamida y

3% del gel concentrador, con 2% de persulfato de sodio y TEMED (tetrametiletilendiamina). La

electroforesis se llevo a cabo a 20 mA 'y 60V para el gel concentrador y 50 mA y 200V para el gel

separador, hasta que el colorante trazador alcanz6 el extremo inferior de cada uno de los geles.

e Transferencia de proteinas

Se utiliz6 una camara de electroforesis horizontal (Trans Blot Cell, Bio Rad), los geles fueron

previamente lavados utilizando un buffer de transferencia (constituido por 0.2 Tris-HCI pH 9.18,

20% de metanol y agua destilada), para remover el SDS. La transferencia se realizé a 2A y 100V por

espacio de 2 horas y a -20°C, los papeles de nitrocelulosa con las proteinas transferidas, se lavo por

55



cuatro veces con PBS/Tween-20 (0.1M NaCl; 0.05M Na,PO4, pH 7.2 y 0.3% Tween-20) y dos veces
con PBS solo, en agitacion constante; luego fueron cortadas en tiras de Smm de ancho en forma
perpendicular al eje de migracion de la electroforesis para finalmente ser guardados de 2°C a 8°C.
e Revelado enzimatico de los ESEA y TESA
Las tiras de nitrocelulosa fueron incubadas con las muestras de sueros positivos a la enfermedad de
Chagas, las cuales estuvieron diluidas 1/20 en PBS/Tween-20 y leche descremada a la dilucion de
5%. El volumen de la muestra por canal de placa de incubacion fue de 0.5mL. Se incubd las tiras en
agitacion constante y a temperatura ambiente por una hora, luego se realizd tres lavados con
PBS/Tween-20, a temperatura ambiente por cinco minutos en agitacion constante. Posteriormente, se
adicioné 0.5mL de conjugado enzimatico por tira, a la dilucion de 1/1200 en PBS/Tween-20, los
cuales se mantuvieron en agitacion constante por una hora, luego se realiz6 tres nuevos lavados con
PBS/Tween-20 y dos lavados con PBS so6lo, por 5 minutos cada lavado a temperatura ambiente
agitandose constantemente. Para revelar las bandas antigénicas se adicion6 500 uL de la solucion de
sustrato (H20, AL 0.01% y diaminobenzidamina a la concentracion de 0.5 mg/mL y 10mL de PBS)
y se incub6 por 10 minutos; deteniéndose la reaccion adicionando agua destilada por 10 minutos.
e Determinacion de los pesos moleculares de cada una de las bandas antigénicas de los
ESEA y TESA.
Se realizé6 por comparacidon con las bandas de las proteinas del marcador de bajo peso molecular
(Low Range, Ewigh Estandar; Bio Rad), el cual incluye las siguientes proteinas: fosforilasa b (97.4
kDa), albumina sérica (66.2 kDa), ovo albumina (45.0 kDa), anhidrasa carbonica (31.0 kDa),
inhibidor de la tripsina (21.5 kDa) y lizosima (14.4 kDa); las cuales permitié determinar el peso
molecular de cada uno de los componentes antigénicos mediante la determinacién de la movilidad
relativa (Rf) de las bandas de las proteinas del marcador y de la tira problema.

RESULTADOS

Se registrd un total de 22 bandas antigénicas para los ESEA y 23 bandas antigénicas para los TESA,
comprendidas en un rango de 100 a 10 kDa (Fig. 1)

A través del andlisis comparativo de los perfiles antigénicos de dichas cepas, se establecio el niimero
de antigenos (nimero de bandas), peso molecular y reactividad antigénica (intensidad de banda) de los
ESEA y TESA, donde se observo un predominio en la intensidad de las bandas en el perfile antigénico
de los TESA en comparacion de los ESEA, ademas de la presencia de una banda de 18kDa (Fig. 2).

DISCUSION

Muchos de los trabajos realizados con respecto al estudio de antigenos de 7. cruzi para ser usados en
el diagnoéstico de la enfermedad de Chagas estdn basados en describir y comparar los antigenos
extraidos de extractos totales del parasito, antigenos recombinantes, antigenos de excrecidon/secrecion
de tripomastigotas (TESA), entre otros, los cuales implican recursos que paises en vias de desarrollo
no podrian cubrir, por lo cual se ve la necesidad de buscar métodos de diagndstico para la enfermedad
de Chagas al alcance de tales paises!!:13.

Por ello y hasta donde se sabe, son pocos los estudios que se realizan empleando antigenos de
Excrecion/Secrecion de epimastigotas (ESEA) de 7. cruzi los cuales son simples y baratos de
producir, ademas de obtener un alto rendimiento en su produccién, mostrando excelente sensibilidad y
una especificidad aceptable!s.

Otro de los problemas es que, ademds de ser pocos los estudios con respecto a los ESEA y TESA,
solo existe un estudio donde se compare antigénicos de ESEA y de TESA de 7. cruze!, por ello el
presente trabajo comparo los perfiles antigénicos de los ESEA y TESA de 7. cruzi “C4” proveniente
de Arequipa, el cual es zona endémica de la enfermedad de Chagas.
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Fig. 1.- Antigenos de excrecion/secrecion de epimastigotas (ESEA) y tripomastigotes (TESA) de 7rypanosoma
cruzi cepa “C4” proveniente de Arequipa, reconocidos por Western Blot usando un pool de sueros positivos a la
enfermedad de Chagas. El carril 1 represente los ESEA, el carril 2 representa los TESA vy el carril MPM
(Marcador de Peso Molecular) representa los marcadores de bajo peso molecular en kDa: fosforilasa b (97.4),
albumina sérica (66.2), ovo albumina (45.0), anhidrasa carbonica (31.0), inhibidor de la tripsina (21.5) y
lizosima (14.4).

En investigaciones previas se ha descrito la capacidad antigénica de los ESEA, reportando bandas
antigénicas comprendidas en el rango de 220 a 20 kDa que son secretadas y excretadas por las formas
epimastigotas de 7. cruzi en el sobrenadante de los medios axénicos!5.16.18,

En la evaluacion del perfil antigénico de los ESEA, mediante la técnica de
inmunoelectrotransferencia, usando pool de sueros positivos a la enfermedad de Chagas, revelaron la
presencia de 22 componentes antigénicos, en un rango de peso molecular comprendido entre 100 a 10
kDa. En este mismo rango se evalud el perfil antigénico de los TESA, mediante la técnica de
inmunoelectrotransferencia, usando pool de sueros positivos a la enfermedad de Chagas, donde
revelaron la presencia de 23 componentes antigénicos (Fig. 1). Sin embargo se han reportado amplios
rangos y diferente nimero de bandas por perfil; para antigenos totales de tripomastigotes desde 116
KDa a 45KDa, 21 bandas totales, estudiadas en México, y para antigenos E/S purificados de
tripomastigotes desde 220 KDa a 20 KDa; en Canada?®13.14,
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18 kDa

Fig. 2.- Analisis comparativo de los Antigenos de excrecion/secrecion de epimastigotas (ESEA) y
tripomastigotes (TESA) de 7Trypanosoma cruzi cepa “C,” proveniente de Arequipa, reconocidos por Western
Blot enfrentados con pool de sueros positivos a la enfermedad de Chagas, donde el pool 1 (A y A’), pool 2 (B'y
B’), pool 3 (Cy C’) y pool 4 (D y D’). Los carriles A, B, C y D corresponden a los ESEA vy los carriles A’, B’,
C’ y D’ corresponden a los TESA.

Se encontraron 23 bandas de 10, 12, 13.8, 14.7, 18.0, 19.2, 20.1, 22.9, 25.0, 26.0, 30.0, 31.6, 33.0,
34.0, 36.0, 39.8, 42.3, 46.3, 57.7, 69.4, 76.1, 90.8, 97.4 kDa; para antigenos TESA, comprendidas en
un rango de 100 a 10 kDa. Siendo la banda de 18.0 kDa, particular de tripomastigotes; ademas se
evidencid mayor reactividad antigénica en los TESA de bajo peso molecular, al revelarse las bandas
con mayor intensidad (Fig. 2 y Tabla 1).

La banda de 18 kDa puede deberse a antigenos somaticos de los tipomastigotes que se liberan al
medio extracelular como antigenos de excrecion-secrecion, ademas esta banda cruza con sueros de
pacientes con Leishmaniosis!3. Aunque se encontraron pequefias diferencias en pesos moleculares de
antigenos al ser comparado el método utilizado en este trabajo con otros estudios, que comparten la
misma fuente de antigenos (TESA) y condiciones electroforética similares; se confirma un similar
patron de reactividad ante sueros de pacientes chagasicos.
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Tabla 1.- Analisis comparativo en relacion al nimero de antigenos (nimero de bandas), peso molecular y
reactividad antigénica (intensidad de banda) del perfil antigénico de los antigenos de excrecion/secrecion de
epimastigotas (ESEA) y tripomastigotes (TESA) de 7rypanosoma cruzi cepa “C,” proveniente de Arequipa,
reconocidas por Western Blot usando pooles de sueros positivos a la enfermedad de Chagas.

PM (kDa) ESEA | TESA
97.4 A A
90.8 + +
76.1 i +
69.4 + +
57.7 + 4
46.3 + +
423 i +
39.8 + +

36 3 3
34 + +
33 3 3
31.6 + +
30 1 =k
26 + ++
25 + 4=F
22.9 + ++
20.1 + AHF
19.2 + ++
18 0 +
14.7 + ++
13.8 + A
12 + ++
10 + 4=F

Varios criterios de positividad se han utilizado para detectar la enfermedad de Chagas usando la
técnica de Electroinmunotransferencia. Por ejemplo, el reconocimiento de suero de al menos 3 bandas
de un grupo de 7 bandas (14, 19, 27, 30, 34, 37, 75 kDa) o al menos 5 bandas de un conjunto de 10
(25, 30, 33, 37, 39, 45, 52, 70, 75 y 92 kDa). Dichas variaciones pueden deberse a las diferencias en la
cantidad de antigeno que se produce por cada cepa estudiada y la naturaleza proteica de cada
antigeno!2:13.16,

Para esclarecer estas diferencias se requiere utilizar anticuerpos monoclonales contra antigenos

selectivos del parasito, como se viene realizando para antigenos somaticos!0:13,17.21,
A través del presente estudio fue posible incrementar el conocimiento que se tiene en la relacion a la
composicion antigénica de los ESEA de 7. cruz cepa “Cs” procedente de nuestro pais. Es importante
hacer notar, la presencia de componentes antigénicos aun no reportados en los trabajos citados. La
diferencia en la reactividad seroldgica entre una especie y otra reportados representan una ventaja en
estudios de caracterizacion de antigenos y especialmente en el desarrollo de técnicas
inmunodiagnosticas.

Los resultados obtenidos proporcionan la base para seguir realizando estudios complementarios
donde se evalte sueros individuales de pacientes con la enfermedad de Chagas y de otras parasitosis
con el objetivo de determinar antigenos especificos para 7. cruzi y ser utilizados en técnicas
inmunodiagnoésticas, por lo que se concluye que los perfiles antigénicos de los antigenos de
excrecion/secrecion de epimastigotas (ESEA) y tripomastigotes (TESA) de 7rypanosoma cruzi cepa
“C4” presentaron 22 bandas y 23 bandas respectivamente en un rango de 100 kDa a 10kDa y que, al
comparar los antigenos de Excrecion/Secrecion de epimastigotas (ESEA) y tripomastigotes (TESA)
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de Trypanosoma cruzi cepa “C4”, evaluadas mediante Electroinmunotransferencia, evidencié mayor
reactividad antigénica para los TESA, ademas de la presencia de una banda de 18 kDa de los TESA en
relacion a los ESEA.
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